Turkish Journal of Agriculture and Forestry
Volume 25

Number 4

Article 8

1-1-2001

In situ Localisation of Axi 1 (Auxin Independent) Gene in
Rhizobium leguminosarum Inoculated Root Tips of Pea Plants
YEŞİM YALÇIN MENDİ
KATHARINA PAWLOWSKI
SELİM ÇETİNER

Follow this and additional works at: https://journals.tubitak.gov.tr/agriculture
Part of the Agriculture Commons, and the Forest Sciences Commons

Recommended Citation
MENDİ, YEŞİM YALÇIN; PAWLOWSKI, KATHARINA; and ÇETİNER, SELİM (2001) "In situ Localisation of Axi
1 (Auxin Independent) Gene in Rhizobium leguminosarum Inoculated Root Tips of Pea Plants," Turkish
Journal of Agriculture and Forestry: Vol. 25: No. 4, Article 8. Available at: https://journals.tubitak.gov.tr/
agriculture/vol25/iss4/8

This Article is brought to you for free and open access by TÜBİTAK Academic Journals. It has been accepted for
inclusion in Turkish Journal of Agriculture and Forestry by an authorized editor of TÜBİTAK Academic Journals. For
more information, please contact academic.publications@tubitak.gov.tr.

Turk J Agric For
25 (2001) 265-271
© TÜB‹TAK

Axi 1 (Oksinden Ba¤›ms›z) Geninin, Rhizobium leguminosarum bv.
PRE ile Afl›lanm›fl Bezelye Bitkisinin Kök Uçlar›ndaki in situ
Lokalizasyonu
Yeflim YALÇIN MEND‹, Katharina PAWLOWSKI, Selim ÇET‹NER
Çukurova Üniversitesi, Ziraat Fakültesi, Bahçe Bitkileri Bölümü, Balcal›, Adana - TÜRK‹YE
Gelifl Tarihi: 25.06.1999

Özet : Axi 1, tütün bitkilerinden izole edilmifl ve flimdiye kadar karakterize edilen tek oksinden ba¤›ms›z geliflmeden sorumlu olan
gendir. Bu çal›flmada, axi 1 geninin, azot fiksasyonunun farkl› aflamalar›ndaki kortikal hücre bölünmesi üzerine etkisi ve polar oksin
tafl›n›m›ndaki olas› rolü araflt›r›lm›flt›r. Bezelye bitki köklerinin Rhizobium leguminosarum PRE suflu ile afl›lanmas›ndan 24 saat, 48
saat, 6 gün ve 10 gün sonra al›nm›fl kök ve nodül örneklerinde in situ hibridizasyon yöntemi kullan›larak, axi 1 geninin ekspresyon
yerleri belirlenmifltir. Bakteri ile afl›lanm›fl kök ve nodül dokular› incelendi¤inde, axi 1 gen ekspresyonunun vasküler dokunun floem
tabakas›nda oldu¤u saptanm›flt›r. Bakteri ile afl›land›ktan 10 gün sonraki kök nodülünde ise vasküler dokunun floem tabakas›na ek
olarak nodül meristematik dokusunda ve azot fiksasyonunun gerçekleflti¤i nodülün orta k›s›mlar›nda da axi 1 geninin ekspresyon
yerleri saptanm›flt›r. Sonuçlar, Axi 1 geninin de azot fiksasyonu ve polar oxin tafl›n›m›nda rol oynad›¤›na iflaret etmektedir.
Anahtar Sözcükler: Axi 1, gen expresyonu, bezelye, nodül

In situ Localisation of Axi 1 (Auxin Independent) Gene in Rhizobium leguminosarum
Inoculated Root Tips of Pea Plants
Abstract : Axi 1 is the only characterized auxin independent gene in tobacco plants. In this study, the effect of axi 1 gene on cortical
cell division during different stages of nitrogen fixation and on the role of polar auxin transport were investigated. Root and nodule
samples were taken from pea seedlings 24 hours, 48 hours, 6 days and 10 days after inoculation with R. leguminosarum PRE strain.
Using in situ hybridisation, the location of the axi 1 gene expression in root and nodule tissues was identified. The results showed
that in root tissues inoculated with Rhizobia, the axi 1 gene is expressed on the phloem tissue of the vascular bundle. In the 10day-old nodule tissues, the gene expression was found in the phloem tissue, around the nodule bundle and nodule meristematic
region. The results obtained indicate that also Axi 1 gene plays a role in nitrogen fixation and auxine transport.
Key Words: Axi 1, gene expression, pea, nodule

Girifl
Bitki dokular›nda C, O ve H'den sonra en fazla bulunan
N atomu, proteinlerin ve nükleik asitlerin yap›s›nda yer
almaktad›r. Ancak atmosferin % 78'ini oluflturan serbest
azot (N2), bitkiler taraf›ndan kullan›labilecek formda
de¤ildir. Bu nedenle bitkiler, geliflmeleri için büyük öneme
sahip olan bu elementi, azotlu bileflikler halinde topraktan
al›rlar. Ço¤u bitkiler (baklagillerin d›fl›nda) için azot
kayna¤›n›, organik maddelerin parçalanmas› ile aç›¤a
ç›kan organik azot ve topra¤a eklenen inorganik azotlu
gübreler oluflturmaktad›r (Taiz and Zeiger, 1991).
Baz› bakteriler havadaki azot gaz›n› kendilerinin ve
di¤er bitkilerin kullanabilecekleri azotlu bilefliklere
çevirebilmektedirler. Bu olaya azot fiksasyonu ad›
verilmektedir. Siyanobakteriler gibi baz› azot ba¤lay›c›

bakteriler toprakta ba¤›ms›z olarak yaflarlar ve azotu
ba¤larlar. Fakat Rhizobium ad› verilen bakteriler toprakta
ba¤›ms›z yaflad›klar› zaman azot gaz›n› ba¤lama
yetene¤inde de¤illerdir. Ancak baklagiller familyas›ndan
bezelye, bakla ve üçgül gibi baz› bitkilerin köklerini
enfekte ettikleri zaman nodül ad› verilen ufak
yumrucuklar›n oluflumlar›na sebep olarak, bu bitkilerle
ortak yaflamaya bafllar ve azotu ba¤lama yetene¤i
kazan›rlar (Taiz and Zeiger, 1991).
Simbiyotik azot fiksasyonu; konukçu bitki
(baklagiller), nodül oluflturacak bakteri (Rhizobium) ve
yeni organ (nodül) olmak üzere üç biyolojik yap› alt›nda
incelenmektedir (Lankhorst et al., 1990). Bakteri - bitki
interaksiyonu esnas›nda ilk atak, baklagil bitki kök
tüylerinin flavonoid ad› verilen sekonder metabolitleri
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salg›lamas› ile gerçekleflmektedir. Flavonoidler
bakterideki Nod D geni taraf›ndan alg›lanarak, di¤er nod
genlerinin aktif hale geçmesini sa¤lamaktad›rlar. Nod
genleri nod faktör olarak adland›r›lan spesifik
lipooligosakkaritlerin
sentezlenmesine
neden
olmaktad›rlar. Bakteri taraf›ndan salg›lanan bu nod
faktörler, bitki kökleri üzerinde; kök tüylerinin deforme
olmas›nda (Sprent, 1990), infeksiyon iplikçi¤inin
oluflumunda (Rolfe and Gresshoff, 1988), bakterilerin
bitki kök dokular› içerisine girmesinde ve korteks
tabakas›nda yer alan hücre bölünmesinde rol
oynamaktad›r (Bergersen, 1982). Bunun sonucunda ilk
olarak nodül meristematik bölgesi oluflmakta ve devam
eden hücre bölünmesi sonucunda olgun nodül oluflumu
tamamlanmaktad›r (Yang et al., 1994).
Bitkiler ve mikroorganizmalar aras›nda simbiyotik ve
patojenik etkileflimler meydana gelmekte ve bunlar çok
genifl araflt›rmalara konu olmaktad›rlar. Her iki etkileflim
tipinde de mikroorganizmalar yaflam döngülerinin belirli
k›s›mlar›n› bitki doku ve hücreleri içerisinde geçirirler.
Endofitik mikroorganizmalar›n tan›mlanmas› ve etkileflim
esnas›ndaki gen ekspresyon yerlerinin belirlenmesi
amac›yla ya markör genlerini içeren transjenik bakteriler
kullan›lmakta ya da in situ hibridizasyon yöntemi
uygulanmaktad›r. Sitolojik veya histolojik hibridizasyon
olarak da adland›r›lan in situ hibridizasyon; hücre ve
dokulardaki gen expresyon yerlerinin belirlenmesini ve bir
doku parças› içerisinde tek bir hücreye özgü RNA veya
DNA dizinlerinin saptanmas›n› sa¤layan bir yöntemdir. In
situ tekni¤i ilk olarak, radyoaktif olarak iflaretlenmifl
probun kullan›lmas›yla DNA dizin yerlerinin belirlenmesi
amac›yla, daha ileriki y›llarda ise ökaryotik mRNA 'lar›n ve
viral DNA dizinlerinin lokalizasyonunda ve ayn› zamanda
kromozomal lokasyondaki genlerin haritalanmas›nda
uygulanm›flt›r.
Bitkisel hormonlar üzerinde yap›lm›fl olan çal›flmalar,
özellikle oksin ve sitokininlerin nodül oluflumunun
bafllang›ç aflamas›ndaki korteks tabakas›nda yer alan
hücre bölünmesinde direk etkilerinin oldu¤unu ortaya
koymufltur. Daha ileriki çal›flmalarda ise oksinden sorumlu
mutantlar tan›mlanm›fl ve bunlar›n bitki içerisindeki
hormonal etkileri incelenmifltir. Araflt›r›c›lar, Nicotiana
tabacum SRI protoplastlar›n›, hygromycin dayan›kl›l›k
geni ve CaMV 35S RNA promot›r’›n› içeren T-DNA vektör
plazmidini bünyesinde bulunduran agrobacterium
hücreleri ile transforme etmifllerdir. DNA’n›n bitki
genomuna giriflinden sonra oksin bulunmayan ortam
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içerisinde protoplastlar›n geliflimlerine göre seçim
yapm›fllar ve elde ettikleri hatt› Axi 159 olarak
adland›rm›fllard›r (Hayashi et al., 1992).
‘DNA tagging’ yöntemi kullan›larak axi 159’dan axi 1
(oksinden ba¤›ms›z) geni karekterize edilmifl ve bilgisayar
analizleri sonucunda, axi 1 geninin, karekterize edilmifl hiç
bir bitki geninin kodlanm›fl bölgeleri ile benzerlik
göstermedi¤i saptanm›flt›r. Southern blot analizi ile axi 1
geninin tütün ve Arabidopsis içerisinde küçük bir gen
toplulu¤u taraf›ndan karekterize edildi¤i ortaya
ç›kar›lm›flt›r. Axi 1 geninin yüksek oranda sentezlendi¤i
takdirde tütün protoplastlar›na oksinden ba¤›ms›z olarak
bölünebilme yetene¤i kazand›rd›¤› ve ayr›ca oksine ba¤l›
olarak artan hücre bölünmesinde ve oksin sinyallerinin
iletilmesinde de rol oynad›¤› saptanm›flt›r (Walden et al.,
1994). Ayn› araflt›r›c›lar›n hipotezlerine göre axi 1, sadece
kendi ekspresyonunda de¤il ayn› zamanda hücre
bölünmesi ile sonuçlanan di¤er genlerin de
aktivasyonunda direk veya indirek olarak rol
oynamaktad›r.
Araflt›rmada, axi 1 (oksinden ba¤›ms›z) geninin
bezelye kök ve nodül dokulardaki gen ekspresyon
yerlerinin belirlenmesi ve nodülasyon ile iliflkisinin
araflt›r›lmas› amac›yla in situ hibridizasyon yöntemi
kullan›lm›flt›r.

Materyal ve Metot
Araflt›rmada bitki materyali olarak Wageningen Ziraat
Üniversitesinden sa¤lanm›fl olan Rondo (P.sativum)
bezelye çeflidi, bakteri materyali olarak ise Rhizobium
leguminosarum PRE suflu kullan›lm›flt›r.
Genetik materyal olarak ise bezelye ve fi¤ bitkisi
aras›ndaki yüksek gen benzerli¤inden dolay› fi¤
bitkisinden izole edilmifl olan ve pBluescript plasmidi
içerisine klonlanm›fl axi 1 (oksinden ba¤›ms›z) geni
(Yalç›n-Mendi ve ark., 1998) prob olarak kullan›lm›flt›r.
V. sativa’dan homolog dizinleri izole edilmifl olan axi 1
geni, Almanya’n›n Köln flehrindeki Max-Planck
Enstitüsünden temin edilmifltir.
Probun haz›rlanmas›

V. sativa (fi¤) 'dan izole edilmifl olan axi 1 gen klonu
(Yalç›n-Mendi ve ark., 1998) Sac I ve Hind III restriksiyon
enzimleri ile kesilerek düz hale getirilmifllerdir. Prob
haz›rlanmas› s›ras›nda 1 µg /µl lineer plazmid, 2 ml DIGdNTP (etiketleme kar›fl›m›), 4 µl 5x tampon çözeltisi
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(T7/T3), 1 µl T7/T3 RNA Polymeraz enzimi ve otoklav
edilmifl saf su ile 20 µl 'ye tamamlanarak 37 ºC 'de 2 saat
süresince inkübe edilmifltir. Daha sonra 1 µl RNase 'den
ar›nd›r›lm›fl DNase eklenerek 37 ºC'de 15 dakika tekrar
inkübe edilmifl ve 2 µl EDTA (0.2 M, pH: 8.0), 2.5 µl LiCl
(4 M) ve 75 µl saf alkol ile -20 ºC'de bir gece boyunca
çökeltilmifltir. Çökelmifl olan düz DNA, % 70 'lik etil alkol
ile y›kanarak vakum alt›nda kurutulmufl ve 100 µl otoklav
edilmifl saf su içerisinde çözülmüfltür. DNA'n›n hidrolizi
s›ras›nda, haz›rlanm›fl olan 100 µl DNA'n›n 50 µl 'si
ayr›larak üzerine 30 µl 0.2 M Na2 CO3, 20 µl NaHCO3
eklenmifl ve 60 ºC'de 30 dakika inkübe edilmifltir.
Reaksiyonu durdurmak amac›yla, 3 µl 3 M NaAc, pH: 6.0,
5 µl 10 % glacial asetik acit, 1µl 10 µg tRNA tafl›y›c›s›
eklenmifl ve hidrolize olmufl DNA etil alkol ile
çökeltilmifltir.
Tohumlar›n Sterilizasyonu ve Çimlendirilmesi
Araflt›rmada, yüzey sterilizasyonunu sa¤lamak
amac›yla tohumlar, ilk olarak % 7' lik Na-hipoklorid, daha
sonra % 37'lik hidrojen peroksit çözeltisinde bekletilmifl
ve steril saf sudan geçirilmifllerdir. Sterilize edilmifl
tohumlar % 1 oran›nda agar içeren petrilere
ekilmifllerdir. Her bir petri içerisinde bir bitkicik olacak
flekilde tohumlar ekilmifl ve lateral köklerin geliflimi
sa¤lanm›flt›r.
Bakteri Kültürünün Haz›rlanmas›
Bitkilerin bakteri ile afl›lanmas› esnas›nda YEM (5 g/l
mannitol, 0.5 g/l maya özü, 0.2 g/l MgSO4, 7 H2O, 0.1 g/l
NaCl, 0.5 g/l K2HPO4 ve 15 g/l Agar (Difco) olarak
adland›r›lan bakteriyel besi ortam› kullan›lm›flt›r.
Sterilizasyondan hemen sonra ortam s›cakl›¤› yaklafl›k 3040 ºC'de iken % 16 yo¤unlu¤unda haz›rlanm›fl 1 ml CaCl2
çözeltisi filtreden geçirilerek, steril koflullarda ortama
eklenmifltir. Petri kaplar›na da¤›t›lan ortam üzerine
Rhizobium bakterisi steril bir "öze" yard›m› ile çizilmifl ve
28-30 ºC 'de 2-3 gün süreyle geliflmeye b›rak›lm›flt›r.
Daha sonra geliflen bakterilerden tek bir koloni al›narak
tekrar ayn› oranda CaCl2 içeren 5 ml s›v› YEM ortam›na
afl›lanm›flt›r. 30 ºC'de çalkalamal› inkübatörde yaklafl›k 2
gün süreyle geliflmeye b›rak›lm›fl ve " spektrofotometre"
yard›m› ile bakteri yo¤unlu¤u ölçülerek, O.D600nm= 0.20.3 de¤erine geldi¤inde ortam inkübatörden ç›kar›lm›flt›r.
Bitkilerin Bakteri ile Afl›lanmas›
Geliflen lateral kökler üzerinde kök tüycüklerinin
görünmeye bafllad›¤› k›s›mlar›n yan taraflar› jel üzerinden
siyah mürekkeple iflaretlenerek bakterinin afl›lanaca¤›

k›s›m belirlenmifltir. Son olarak 28-30 ºC'de 2 gün
süreyle gelifltirilmifl bakteri kültürü, mikropipetlerin
yard›m› ile kök tüycüklerinin ç›kmaya bafllad›¤› yani ileride
nodül yap›s›n›n oluflaca¤› yerin üzerine damlat›lm›fl ve 22
ºC s›cakl›ktaki büyütme odalar›nda inkübe edilmifllerdir.

In situ hibridizasyon
Rhizobium bakterisi ile afl›lanmadan 24 saat, 48 saat,
6 gün ve 10 gün sonra al›nm›fl olan kök ve nodül dokular›
keskin bir jilet yard›m› ile yaklafl›k 100 µm kal›nl›¤›nda
olacak flekilde kesilerek % 4 paraformaldehyde, % 0.25
glutaraldehyde, 0.08 M EGTA, % 10 DMSO ve Na-fosfat
içeren fiksatif solusyonunda fikse edilmifllerdir. In situ
hibridizasyonunda Tautz ve Pfeifle (1989)’in kulland›klar›
metod afla¤›daki flekilde modifiye edilerek kullan›lm›flt›r.
Kök ve nodül dokular› s›ras›yla Na- fosfat solusyonu, metil
alkol ve etil alkol içerisinde bekletilmifl ve -20 ºC 'de 2 gün
süreyle etil alkol 'de muhafaza edilmifllerdir. Dokular
hibridizasyon öncesinde s›ras›yla 1/1 oran›nda ethanol/
ksilen, Na-fosfat (% 0.1 Tween 20) ve Proteinaz K
solusyonu içerisinde bekletilmifllerdir. Proteinaz-K
uygulamas›n›n
amac›
RNA'dan
proteinlerin
uzaklaflt›r›lmas› ve probun hücre dokular› içerisinde ilgili
mRNA'ya ulaflmas›n› kolaylaflt›rmaktad›r. Dokular son
olarak hibridizasyon solusyonu içerisinde yaklafl›k 1-2
saat 42 ºC'de inkübe edilmifllerdir. Yaklafl›k 18 saat
süresince prob (Yalç›n-Mendi ve ark., 1998) ile inkübe
edilmifl olan dokular ilk olarak NTE (500 mM NaCl, 10
mM Tris-HCl pH: 7.5, 1 mM EDTA) solusyonundan,
RNAseA uygulamas›ndan (40 µg/ ml RNaseA) ve antikor
içeren (1/2000 oran›nda seyreltilmifl) Na-fosfat
solusyonundan geçirilmifllerdir. RNAseA uygulamas› ile
sadece dokular üzerinde hibridize olmufl mRNA 'lar
kalmakta ve di¤erleri parçalanmaktad›r. Antikor içeren
solusyonda + 4 ºC'de bir gece boyunca inkübe edilmifl
dokular, 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP) ve
nitroblue tetrazolium (NBT) olarak adland›r›lan boya
maddeleri ile boyanm›fllard›r. Sense prob, kontrol olarak
kullan›lm›flt›r.
Sonuç ve Tart›flma
Bakteri ile Afl›land›ktan 24 saat Sonra Bezelye Kök
Dokular›ndaki Axi 1 (Oksinden Ba¤›ms›z) Geninin
Ekspresyon Durumu
Metod bölümünde belirtildi¤i flekilde bakteri ile
afl›land›ktan 24 saat sonra al›nm›fl doku parçalar›,
radyoaktif olmayan digdNTP ile etiketlenmifl olan axi 1
geni ile hibridize edilmifltir. 'Antisense' (T7) RNA ile
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hibridizasyon sonucunda; floemi çevreleyen bölünebilen
hücrelerde Axi 1 geninin ekspresyonunu gösteren koyu
renkte boyanm›fl dokular saptanm›flt›r (fiekil 1).

Bakteri ile Afl›land›ktan 48 saat sonra Bezelye Kök
Dokular›ndaki Axi 1 (Oksinden Ba¤›ms›z) Geninin
Ekspresyon Durumu

Kontrol olarak kullan›lan "sense" RNA probunda hiç
bir sinyalin görülmemesi ancak "antisense " RNA ile
hibridizasyon sonucunda floemi çevreleyen bölünebilen
hücrelerde genin ekspresyon yerlerine rastlanmas›, bu
genin ilk olarak vasküler dokunun farkl›laflmas›nda yani
floem ve ksilem iletim demetlerinin oluflumundan önce
meydana
gelebilecek hücre bölünmesinde etkili
olabilece¤ini göstermektedir. Bakteri ile afl›land›ktan 24
saat sonra al›nm›fl olan kök dokular›nda bu genin
eksprese ediliyor olmas› axi 1 '›n sadece kendi
ekspresyonunda de¤il ayn› zamanda nodül primordias›n›n
oluflumuna neden olacak sitokinin/oksin dengesinin
ayarlanmas›nda ve kortikal hücre bölünmesi esnas›nda
sentezlenecek nodülin genlerinin aktive edilmesinde direk
veya indirek olarak rol oynayabilece¤ini göstermektedir.

"Antiense" (T7) RNA ile hibridize edilmifl olan
dokularda, bakteri infeksiyonunun gerçekleflti¤i vasküler
dokunun floem tabakas›nda gen ekspresyonunun oldu¤u,
koyu renkte boyanm›fl k›s›mlara bak›larak tespit edilmifltir
(fiekil 2).

Nap ve Bisseling (1990)’de ENOD 2, ENOD 5, ENOD
12 ve ENOD 40 genlerinin nodül oluflumunun ilk
aflamas›nda rol oynad›¤›n› belirtmifllerdir. Roussis ve ark.,
(1995) ise ENOD 40 erken nodulin genini bakla
bitkisinden izole etmifller ve in situ hibridizasyon
çal›flmalar› sonucunda bu genin nodül primordiyumunun
merkez bölgesindeki hücrelerde ve özellikle de nodül
vasküler dokusunun perisayk›l bölgesinde sentezlendi¤ini
saptam›fllard›r. Bu çal›flmalar axi 1 geninin ve di¤er oksin
ve sitokinin sentezinden sorumlu olan genlerin, erken
nodulin genlerinin sentezinde etkili olabilece¤ini
düflündürmektedir.

Bakteri ile afl›land›ktan 48 saat sonra al›nan kök
dokular›nda, vasküler dokunun art›k farkl›laflt›¤›, floem ve
ksilem iletim demetlerinin oluflumlar›n› tamamlad›¤› ve axi
1 geninin floemi çevreleyen dokular yerine floem 'de
sentezlendi¤i görülmüfltür.
Baklagil bitkileri ve Rhizobium'un etkileflimi
sonucunda bakteri taraf›ndan salg›lanan nod faktörler ve
bitkide yer alan flavonoidler, oksin transport inhibitörü
olarak görev yaparak oksinin kambiyum dokusundan
kortikal hücrelere do¤ru olan ak›fl›n› engellemektedir
(Roussis et al., 1995). Axi 1 geninin de kambiyum
dokusunun floem tabakas›nda sentezleniyor olmas›, bu
genin de "polar oksin tafl›n›m›" mekanizmas›nda direk
veya indirek olarak etkisinin olabilece¤ini göstermektedir.
Jacobs and Rubery, (1988)’de raporlar›nda
flavonoidlerin do¤al olarak oluflan oksin transport
inhibitörü oldu¤unu ve oksin transportunu engelleyen
al›c›lara ba¤lanarak içsel hormon dengesini de¤ifltirdi¤ini
ve oksinin sitokininlere olan oran›n› düflürdü¤ünü
belirtmifllerdir.

fiekil 1.
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Bakteri ile afl›lanm›fl 24 saatlik kök
dokusu. " Antisense " (T7) RNA ile
hibridize olmufl dokularda (floemi
çevreleyen bölünebilen hücrelerde)
axi 1 geninin sentezlenmesi.
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fiekil 2.

Bakteri ile Afl›land›ktan 6 Gün Sonra Bezelye Kök
Dokular›ndaki Axi 1 (Oksinden Ba¤›ms›z) Geninin
Ekspresyon Durumu
Bakteri ile afl›land›ktan 6 gün sonra al›nan kök
dokular›, axi 1 geni ile hibridize edilmifltir. "Sense " (T3)
RNA ile hibridize edilmifl dokular›n floem tabakas›nda çok
az axi 1 geni ekspresyonuna rastlanm›flt›r . "Antisense"
(T7) RNA ile yap›lan hibridizasyon sonucunda ise vasküler
dokunun floem tabakas›nda koyu renkte boyanm›fl
k›s›mlar›n axi 1 geninin ekspresyon bölgesi oldu¤u
belirlenmifltir (fiekil 3). Kontrol olarak kullan›lan "sense"
(T3) RNA ile hibridize edilmifl dokular›n floem

Bakteri ile afl›lanm›fl 48 saatlik kök
dokusu. " Antisense " (T7) RNA ile
hibridize olmufl dokularda (floemi
çevreleyen bölünebilen hücrelerde)
axi 1 geninin sentezlenmesi.

tabakas›nda çok az axi 1 geninin sinyallerine rastlanmas›
dokular›n, in situ hibridizasyonun son aflamas›nda
kullan›lan NBT ve BCIP olarak adland›r›lan boyama
solusyonlar›nda fazla bekletilmelerinden kaynaklanm›flt›r.
"Antisense" (T7) RNA ile yap›lan hibridizasyon sonucunda
axi 1 geninin vasküler dokunun floem tabakas›nda
görülmesi, bu genin kortikal hücre bölünmesinden önce
kökün perisayk›l bölgesinde sentezlenen
ve
sitokinin/oksin dengesinin ayarlanmas›nda etkili olan
erken nodulin geni ENOD40 ile ayn› oksin
metabolizmas›nda direk veya indirek olarak etkili
olabilece¤ini göstermektedir. Axi 1 ve sentetik nod
faktörler üzerinde yap›lm›fl olan çal›flmalar da, oksin ve
fiekil 3.

Bakteri ile afl›lanm›fl 6 günlük kök
dokusu " Antisense " (T7) RNA ile
hibridize olmufl dokularda (floem
hücrelerinde) axi 1 geninin
sentezlenmesi.
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Axi 1 (Oksinden Ba¤›ms›z) Geninin, Rhizobium leguminosarum bv. PRE ile Afl›lanm›fl Bezelye Bitkisinin Kök Uçlar›ndaki in situ Lokalizasyonu

sitokininin tafl›n›m mekanizmas›nda ENOD 40 ve axi 1
genlerinin rol oynad›klar›n› ve hücre bölünmesinin
artt›r›larak nodül oluflumuna neden olduklar›n›
göstermifltir (Cooper and Long, 1994).
Bakteri ile Afl›land›ktan 10 Gün Sonra Bezelye Kök
Dokular›ndaki Axi 1 (Oksinden Ba¤›ms›z) Geninin
Ekspresyon Durumu
10 günlük kök ve nodül dokular› axi 1 geni ile
hibridize edilmifl, "sense" (T3) RNA ile hibridizasyon
sonucunda kök ve nodül dokusunda önemli bir sinyale
rastlanmam›flt›r. "Antisense" (T7) RNA ile yap›lan
hibridizasyon sonucunda ise kökün vasküler dokusunun
floem tabakas›nda, nodül vasküler dokusunda, nodül
meristematik dokusunda ve azot fiksasyonunun
gerçekleflti¤i nodülün orta k›s›mlar›nda koyu renkte
boyanm›fl k›s›mlar›n axi 1 geninin ekspresyon bölgesi
oldu¤u belirlenmifltir (fiekil 4).

Axi 1 geninin bu flekilde nodülün meristematik
dokusunda ve orta k›s›mlar›nda sentezleniyor olmas›,
nodülün oluflumu esnas›nda kökün vasküler dokusu ile
nodülün vasküler dokusu aras›nda kurulmufl olan

ba¤lant›da rol oynuyor olabilece¤ine iflaret etmektedir.
Daha önce yap›lan araflt›rmalar kinetin, indol-3-asetik asit
(IAA) ve gibberellik asit (GA) gibi bitkisel hormonlar›n
floemde organik bilefliklerin tafl›nmalar›n› bir ölçüde
kontrol alt›nda bulundurduklar›n› göstermifltir (Thimann,
1936, Mothes and Engelbrecht, 1996).
Bulgular, bakteri ile afl›lanm›fl tüm doku örneklerinde
gen ekspresyon bölgesinin vasküler dokusunun floem
tabakas› oldu¤unu göstermifltir. Özellikle 10 günlük
nodül dokusunda floem tabakas›na ek olarak nodülün
meristematik bölgesinde ve azot fiksasyonunun
gerçekleflti¤i orta k›s›mda yer alan hücrelerde de axi 1
mRNA 's›n›n sentezlendi¤i saptanm›flt›r.
‹letim demetlerinin temel olarak bölünebilen
hücrelerden oluflmas›, bu bölgede ifade edilen axi 1
geninin hücre bölünmesinde ve genifllemesinde rol
oynayabilece¤ini göstermifltir. Özellikle floem iletim
demetinin henüz oluflma aflamas›ndaki 24 saat, 48 saat ve
6 günlük kök dokular›nda da gen ekspresyonunun
görülmesi, iletim demetlerinin ilk oluflumunda da bu genin
etkili olabilece¤ini ortaya ç›karm›flt›r.

fiekil 4.

Bakteri ile afl›lanm›fl 10 günlük kök
dokusu "Antisense" (T7)RNA ile
hibridize olmufl genç dokularda axi
1 geninin ekspresyonu.
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